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Immunisation a ciblage mucosal 

La presente invention concerne une methode d'immunisation permettant 
d'induire une reponse immunitaire locale, notamment dans la region muqueuse recto- 
genito-urinaire. Elle a egalement pour objet I'utilisation d'immunogenes pour la 
realisation de compositions vaccinates destinees a etre administrees selon ladite 
methode. 

Etat de la technique 

La voie de transmission principale du virus du SIDA est constitute par les 
muqueuses, en particulier muqueuses genjtale etrectaie, voire muqueuse buccale. 
Depuis ces muqueuses, le virus se dissemine rapidement vers les ganglions 
drainants, avant de rejoindre le sang peripherique. 

Comme dans le cas des autres agents pathogenes (virus, bacterie, etc..) a 
porte d'entree mucosale, I'induction d'immunite capable de bloquer le virus a son 
entree dans la muqueuse ou dans les premieres etapes de sa dissemination dans 
les ganglions parait importante. 

La plupart des travaux visent gen6ralement a I'obtentiqn d'une immunite 
systemique qui est detectable par le titre en anticorps seriques, comme decrit par 
Jian-Ming X. et al. (vaccine, 993-1000, 1996), Kim J.J. et al. (vaccine, 879-883, 
1997), Anderson et al. (The Journal of Infectious Diseases, 960-969, 1989), David 
D. et al. (vaccine, 1661-1669, 1997), Raskisov et al. (US4368191) et Transgene 
(FR2751879). 

Le ciblage d'une immunite locale du type mucosale peut etre demontree par 
la presence d'anticorps specifiques contenus dans les muqueuses ou les secretions 
(Thibodeau L. et al., Aids Research and Human Retrovirus, 1379, 1992 ; Russel 
M.W. et al:, Reviews of infectious diseases, 5440-5446, 1988). 

Les travaux de Lehner et al., (Nature Medicine, 767-775, 1996) realises chez 
le macaque rhesus ont montre qu'il est possible d'induire une immunite locale vis-a- 
vis du virus SIV, en effectuant une injection sous-cutanee extremement profonde 
dans la region pelvienne au voisinage des ganglions iliaques. Cette immunisation se 
traduit par I'induction d'anticorps de type IgA et IgG dans tes fluides rectaux, urinaires 
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et dans le serum. Une telle methode d'immunisation n'est cependant pas applicable 
a Thomme. 



Letchworth G.J. et ai (US5462734) enseignent qu'une injection 
5 intramusculaire (sans precision du site d'injection) d'une glycoproteine induit une 
reponse systemique uniquement, et le rappel effectue au niveau des muqueuses 
permet I'obtention alors d'une immunite locale mucosale. II semble done que 
rejection intramusculaire ne permette pas a elle seule le ciblage d'une reponse 
locale. 

10 

Gaffar A. et ai (US3931 398) enseignent qu'uhe injection d'un vaccin dans la 
cavite orale permettrait d'induire une immunite locale. Aucune mesure des anticorps 
n'est rapporte. II semble done que la proximite du site d'injection avec le lieu de 
ciblage d'une immunite locale sort essentielle, comme rapporte aussi par Letchworth 
15 GJ. et ai ci-dessus. 

II n'existe done pas a I'heure actuelle de mSthode d'immunisation mucosale 
ciblant la region rectd-genito-urinaire, qui sort reellement efRcace et utilisable dans 
la pratique courante de la medecine humaine ou v§terinaire. Par ailleurs rien ne 
20 permet de penser qu'une injection dans des sites eloignes des muqueuses puisse 
6tablir une reponse locale ciblee. 

Resume de I'invention 

25 Afin de pallier les besoins de disposer de solutions techniques pour induire 

efficacement et facilement une immunite locale, la pr6sente invention vise ainsi 
('utilisation d'immunogene specifique d'un agent pathogene ayant une porte d'entree 
au niveau d'une muqueuse pour la production d'une composition immunogene 
destin§e ^ etre administree chez Thomme par voie parenteral a la surface d'une 

30 partie du corps distincte et eloign6e de ladite muqueuse, de maniere a directement 
developper une reponse locale en anticorps IgA, IgG et/ou IgM et en cellules B 
secretrices desdits anticorps au niveau de ladite muqueuse et des ganglions qui la 
draine. 

35 Un objectif particulier de I'invention concerne le ciblage des muqueuses 

rectales, genitales et/ou urinaires par une administration par voie parenterale dans 
la cuisse. Face a ce constat, on peut done maintenant rechercher de multiples sites 
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d'injections distincts des muqueuses qui permettront directement I'induction d'une 
reponse locale au niveau de ces muqueuses, notamment en anticorps et en cellules 
B secretrices d'anticorps retrouvees au niveau des muqueuses et des ganglions qui 
les drainent. 

Un autre objectif particulier de I'invention est de proposer une telle voie 
d'immunisation pour developper une immunite locale contre le virus du SIDA (HIV). 

Un autre objectif de I'invention est d'induire simultanement une immunite 
systemique, notamment humorale et/ou cellulaire, detectable au niveau du sang 
peripherique. 

Detail de I'invention 

La presente invention a ainsi pour objet le developpement d'une reponse 
locale, notamment au niveau de la muqueuse recto-genito-urinaire et des ganglions 
qui la drainent par injection parenterale d'une composition immunogene dans une 
partie du corps distincte de la muqueuse, telle que la cuisse. L'administration 
parenterale dans la cuisse et dans les regions avoisinantes superieures, en 
particulier I'aine, permet de cibler les ganglions iliaques et inguinaux. On prefere la 
voie intramusculaire dans l'un-ou les deux membres inferieurs, en particulier dans 
le quadriceps, notamment dans le muscle droit anterieur. Une telle voie 
d'immunisation s'avere capable d'induire localement au niveau de cette muqueuse 
d'une part la production d'immunoglobulines dans les secretions et, d'autre part 
regionalement, au niveau des ganglions drainant cette muqueuse, la production de 
cellules B secretrices d'anticorps, tout en induisant une immunite systemique. Cette 
immunite est susceptible d'induire une protection contre I'entree et la dissemination 
du pathogene considere depuis cette region muqueuse recto-genito-urinaire. 

L'invention s'applique aussi bien au domaine de la prophylaxie (e.g. vaccins) 
qu'au domaine de rimmunotherapie active. Le terme composition immunogene 
recouvre done les compositions a visee prophylactique, en particulier vaccins, et les 
compositions a visee curative dans lesquelles l'immunogene est de type antigene. 

Un premier objet particulier de I'invention est done ('utilisation d'immunogene 
specifique d'un agent pathogene ayant une porte d' ntree au niveau de la region 
muqueuse recto-genito-urinaire, pour la production d'une composition immunogene 
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destinee a §tre administree a rhomme par voie parenterale dans la cuisse, de 
preference par voie intranriusculaire, notamment daris le quadriceps, en particulier 
dans le muscle droit anterieur (I'administration parenterale dans un muscle de la 
cuisse se fera de preference dans le muscle de chaque membre inferieur droit et 
5 gauche), de maniere a developper une reponse locale en anticorps IgA, voire aussi 
en anticorps IgG et/ou IgM, et en cellules B secretrices d'lgG, IgM et/ou IgA au 
niveau respectivement d'une part des muqueuses recto-genito-urinaires et de leurs 
secretions, et d'autre part des ganglions qui drainent cette muqueuse, en particulier 
ganglions iliaques externes et internes et ganglions inguinaux. L'injection parenterale 
10 et notamment intramusculaire daris la cuisse s'avere en effet permettre le 
recrutement des cellules B productrices d'anticorps IgG, IgM et/ou IgA dans les 
ganglions drainant la region muqueuse recto-gen ito-urinaire. 

On rapporte ainsi la production d'anticorps IgA et IgG d'origine plasmatique 
15 ou secretaire, et le recrutement local des cellules B secretrices d'lgA et IgG comme 
on I'a constate dans les essais rapportes aux points III et V des exemples. 

Parmi les agents pathogenes auxquels I'invention peut s'appliquer, on citera 
tout particulierement : le virus HIV, les virus Herpes, e.g. Herpes simplex, notamment 
20 de type 2, les Candida, les Chlamydia, le Papillomavirus humain, les Mycoplasmes 
genitaux, Treponema pallidum, les Papovavirus, e.g. Condyloma accuminatum et les 
infections a gonocoques. 

II convient de noter que ce mode d'admihistration ne se limite pas a induire 
25 une reponse locale, et peut permettre egalement d'induire en meme temps une 
reponse systemique, les deux actions se combinant, et se completant, voire se 
renforcant, de maniere particulierement avantageuse. En consequence, I'utilisation 
conforme a I'invention vise aussi a developper en plus d'une reponse locale selon 
I'invention une reponse systemique de type IgG et/ou IgM, et eventuellement IgA 
30 (anticorps et cellules B secretrices). 

Sans qu'il sort besoin de le preciser a chaque fois, il va de soi que lorsqu'on 
parle d'une reponse n IgG, IgM ou IgA, anticorps et cellules B secretrices, il s'agit 
d'une reponse specifique a I'immunogene utilise. Pour d'autres immunogenes, la 
35 reponse pourra etre en plus ou a la place une reponse immunitaire cellulaire locale 
(lymphocytes T cytotoxiques, reponse TH1 et TH2, eventuellement suppresseur). 
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Un autre objet de I'invention est la methode d'immunisation cbntre des agents 
pathogenes tels que decrits plus haut, consistant a administrer par tout moyen 
connu en soi, la composition immunogene appropriee par voie parenterale, 
notamment intramusculaire, dans la cuisse. de I'un ou des deux membres inferieurs, 
5 de preference quadriceps, en particulier muscle droit anterieur. Sans qu'il soit besoin 
de le rappeler a chaque fois, la methode d'immunisation peut reprendre chacune des 
caracteristiques, seules ou en combinaison, enoncees ici dans le cadre de 
I' utilisation. 

10 Dans le cadre de I'utilisation et de la methode d'immunisation, on peut preciser 

encore que I'invention s'applique a tous les types de composition immunogene et 
notamment vaccins connus, qu'ils soient de type classique ou de type recombinant. 
Comme cela est connu en soi, les compositions, e.g. vaccins de type classique 
regroupent les compositions, e.g. vaccins entiers vivants attenues ou inactives, les 

1 5 sous-unites (proteines ou peptides), lis peuvent etre adjuves ou non adjuves et etre 
presentes sous forme combines regroupant differentes valences et/ou differentes 
formes immunogenes d'une meme valence. Les compositions, e.g. vaccins 
recombinants regroupent les vecteurs vivants exprimant un ou plusieurs 
immunogenes du pathogene considere ainsi que les vecteurs plasmidiques 

20 polynucleotidiques constitues d'un ADN qui peut etre par exemple nu ou inclus dans 
un liposome (voir e.g. WO-A-90 1 1092, WO-A-93 19813, WO-A-94 21797, WO-A-95 
20660) et qui expriment un ou plusieurs immunogenes. Pour ce qui est des vecteurs 
vivants recombinants, on peut citer en particulier comme vecteurs les poxvirus, tels 
que le virus de la vaccine et surtout les poxvirus aviaires (canarypox, fowlpox, 

25 pigeonpox, etc.), tels que ceux decrits dans Tartaglia et al., Virol. 1992, 188 : 217, 
ainsi que les adenovirus. S'agissant d'une nouvelle voie d'administration, il est bien 
evident que I'invention ne peut pas etre limitee a un type particulier de composition, 
e.g. vaccins mais a vocation a s'appliquer a tous les types de compositions 
immunogenes, e.g. vaccins, et a toutesles compositions, e.g. vaccins, disponibles 

30 utilisables par voie parenterale, notamment intramusculaire. 

De meme, le protocole d'immunisation sera fonction du type de composition 
ou de la composition utilisee. II inclura le nombre d'administrations habituellement 
utilise pour une composition donnee ce qui, de maniere generate, correspondra a 
35 plus d'1 administration, notamment de 2 a 4. L'homme du metier est de toute fagon 
parfaitement a meme par des essais de routine de determiner le nombre optimum 
d'administrations (e.g. primo-vaccination et rappel). II faut noter toutefois que 
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I'injection dans un site distinct des muqueuses peut permettre a elle seule le ciblage 
d'une reponse locale, sans necessite de faire un rappel au niveau des muqueuses. 

Cette immunisation ciblee pourra aussi etre associee a une immunisation 
systemique classique par la meme composition ou une autre composition contre le 
meme pathogene. 

On peut aussi lui associer chez le meme h6te un protocole d'immunisation 
ciblant la muqueuse buccale comportant I'administration d'une composition 
immunogene contre le meme pathogene, identique ou differente, notamment de la 
meme composition, visant a induire une reponse locale en IgG, IgM et/ou IgA et en 
cellules B secretrices d'lgG, IgM et/ou IgA au niveau respectivement de la salive et 
des ganglions drainant la muqueuse buccale, notamment des ganglions sous- 
maxillaires (elle peut aussi s'accompagner d'une reaction systemique), de preference 
par injection sublinguale dans le plancher de la bouche. L" essai rapporte aux points 
III et IV montre qu'une injection sublinguale est un moyen approprie, d'autres voies 
d'administration au niveau de la cavite orale restant possible. On peut bien entendu 
utiliser d'autres moyens aptes a activer convenablement les ganglions drainant la 
muqueuse buccale, notamment les ganglions sous-maxillaires. 

Une telle combinaison est particulierement utile pour prevenir ou traiter une 
infection par un pathogene ayant a la fois les portes d'entree buccale et rectc-genito- 
urinaire. On peut citer notamment le virus HIV, Herpesvirus, etc. 

En consequence, selon un developpement avantageux de la presente 
invention, invention concerne aussi ('utilisation d'une composition immunogene 
destinee a §tre administr§e a un h6te par voie parenterale dans la cuisse, 
notamment par voie intramusculaire dans la cuisse, de preference dans le 
quadriceps, en particulier dans le muscle droit anterieur, et d'autre part I'utilisation 
d'une autre composition immunogene, identique ou differente de la precedente, 
destinee a etre administree au m§me note par injection sublinguale dans le plancher 
de la bouche. 

L'utilisation et la methode d'immunisation conformes a I'invention trouvent une 
application preferee dans le cadre de la vaccination contre le virus HIV. 

Un exemple particulier est l'utilisation d'un vaccin regroupant un vecteur 
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exprimant gp120/gp160 de HIV et de la sous-unite glycoproteique gp120/gp!60 de 
ce meme virus. Un exemple particulier est decrit plus loin. 

Dans le cadre de la presente invention, on prevoit ainsi de mettre en oeuvre 
5 ce vaccin anti-HIV pour son administration par voie intramusculaire dans la cuisse, 
eventuellement combing a une administration sublinguale et/ou systemique 
classique, e.g. par injection intramusculaire dans le deltoTde. 

Enfin, Tinvention a encore pour objet une composition immunogene 
10 comprenant au moins un immunogene specifique d'un pathogene ayant une porte 
d'entree au niveau de la region muqueuse recto-genito-urinaire et un vehicule ou 
excipient pharmaceutiquement acceptable, ce vehicule ou excipient, ou cette 
composition, conduisant, en liaison avec Timmunogene, a une r^ponse locale en 
anticorps IgG, IgM et/ou IgA et en cellules B secretrices d'lgG, IgM et/ou IgA au 
15 niveau de cette region muqueuse, lorsque la composition est administree par voie 
parenterale dans la cuisse, notamment par voie intramusculaire. Dans le cadre de 
cette composition immunogene, les caracteristiques enoncees ici au regard des 
autres objets de Tinvention, peuvent etre reprises seules ou en combinaison. 

20 L'invention va etre maintenant decrite plus en detail a I'aide de modes de 

realisation pris a titre d'exemples non limitatifs. II doit etre bien compris que Tinvention 
definie par les revindications annexees n'est pas limitee aux modes de realisation 
particuliers indiqu6s dans la description ci-dessus, mais en englobe les variantes qui 
ne sortent ni du cadre ni de Tesprit de la presente invention. 

25 

Exemple I - Ciblaqe des ganglions 

Le ciblage des ganglions impliques dans les reponses recto-genito-urinaires 
par la voie intramusculaire dans la cuisse est illustree par des experiences effectuees 
30 chez le macaque cynomolgus : dans ces experiences, une solution de colorant Bleu 
d'Evans a 2 % en solution saline a ete injectee (0,5 a 1 ml) dans le muscle droit 
anterieur au niveau d'un site situe a distance d'un tiers de I'aine et de deux tiers du 
genou. 

35 La dissection des animaux euthanasias 4 heures apres injection du colorant, 

a permis le reperage des ganglions drainant ia zone d'inoculation grace a leur 
coloration bleue : ganglions inguinaux et iliaques ont ainsi ete identifies. 
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Exemple II - Vaccin 

11-1 Vaccin vivant recombinant vCP205. ALVAC-HIV : 

vCP205 est un virus canarypox ALVAC dont la construction est decrite a 
I'exemple 14 de WO-A-95 27507 auquel I'homme du metier pourra se reporter. II est 
capable d'exprimer les genes env, gag et pro du virus HIV-1 . Ces genes sont inseres 
dans le locus C3 et sont regules par les promoteurs H6 et I3L du virus de la vaccine. 

Un plasmide pHIV32 contenant les cassettes d'expression pour le gene de la 
glycoproteine envgp120 MN (plus la partie transmembranaire de gp41 LAI) et les 
genes de la souche LAI codant pour gag et pour la protease pro, a ete utilise comrhe 
plasmide donneur dans une procedure de recombinaison in vivo pour produire le 
vCP205. Ces cassettes ont ete inserees dans le locus C3, entre les sequences 
flanquantes d'ALVAC, dans une configuration 5-5', et liees aux promoteurs H6 et 
I3L 

Le vCP205 a ete produit sur fibroblastes d'embryons de poulets en milieu 
DMEM-Ham F12 sans serum, additionne de lactoglutamate et clarifie par 
centrifugation. Le titre moyen etait de 10 80 DICCso/ml sur cellules QT35. On prepare 
les solutions vaccinantes par dilution en PBS ("phosphate buffer saline") avec Ca ++ 
et Mg~ 

H-2 vaccin de sous-unite gp160MN/LAI-2 

La sous-unite produite est une sous-unite gp160 hybride obtenue a partir d'un 
vecteur pox. 

On utilise un vecteur vaccine WTG9150 pour produire la gp160. Ce vecteur 
code pour une gp160 soluble hybride dans laquelle la partie gp120 est derivee de la 
souche HIV-1 MN et la partie gp41 provient de I'isolat LAI. Les sequences d'ADN 
correspondantes ont et§ fusionnees a I'aide d'un site de restriction artificiel Smal he 
modifiant aucune des deux sequences d'acide amines de gp120 et gp41. On decrit 
ci-apres brievement la construction. 

La sequence codant pour gpi20 MN a ete amplifiee a partir de cellules SupT1 
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infectees par HIV-MN, par technique PCR avec des oligonucleotides introduisant un 
site de restriction Sphl et un site Smal respectivement immediatement en aval de la 
sequence codant pour le peptide leader et en amont des sites de clivage situes entre 
gp120etgp41. 

5 

La sequence codant pour gp41 a ete ainsi produite : la sequence codante 
complete de env HIV-1 LAI a ete placee sous le controle du promoteur PH5R du 
virus de la vaccine. Plusieurs modifications ont ete apportees. Un site de restriction 
Sphl a ete cree immediatement en aval de la sequence codant pour le peptide 

10 leader, sans alt6rer la sequence en acides amines. On a aussi cree un site de 
restriction Smal immediatement en amont de la sequence codant pour les sites de 
clivage entre gp120 et gp41 , sans alterer la sequence en acides amines. Les deux 
sites de clivage en position 507-516 (numerotation des acides amines selon Myers 
et al. dans : Human retroviruses and AIDS (1994) Los Alamos National Lab. (USA)) 

15 ont ete mutes (sequence originate : KRR ... REKR mutee en QNH ... QEHN). La 
sequence codant pour le peptide hydrophobe transmembranaire 
IFIMIVGGLVGLRIVFAVLSIV (acides amines 689-710 d'apres Myers et al. supra) a 
ete deletee. Un codon stop a ete introdutt a la place du deuxieme codon E de la 
sequence codant pour PEGIEE (acides amines 735-740 d'apres Myers et al.), c'est- 

20 a-dire le 29 6me acide amine du domaine intracytoplasmique. 

Le plasmide dans lequel la sequence LAI etait inseree entre les regions 
homologues du gene TK du virus de la vaccine, a ete coupe par Sphl et Smal, puis 
: lie a la sequence gp120 MN. Le WTG9150 a ensuite ete construit par recombinaison 
25 homologue conventionnelle et propage pour assurer I'expression de la gp 1 60 selon 
la methode habituellement utilisee pour vCP205 sur cellules BHK21 . Le gp160 a 
ensuite ete purifiee par chromatographie d'immunoaffinite. 

Exemple III - Essai 1 

30 

Deux macaques rhesus femelles (P9224 et P9225) deja immunisees par voie 
intramusculaire (dans les cuisses gauche ou droite, alternativement) 2 fois avec 10 6 5 
DIGCso de IALVAC-HIV (vCP205) clarifie, puis 3 fois avec 100 ug de gp160 MN/LAI- 
2 adjuvee avec de I'OspA ("outer surface protein A" de Borrelia burgdorferi) et de 
35 I'hydroxyde d'alumine, ont ete inoculees 2 fois a 1 mois d'intervalle, dans le plancher 
de la bouche (sublinguale), avec un melange contenant de 10 6 DICC50 de vCP205 
clarifie et 100 ug de gp160 MN/LAI-2. La salive, I'urine, les secretions vaginales et 
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rectales ainsi que le serum ont ete analyses par ELISA pour detecter la presence 
d'lgA et d'lgG anti-gp160 et antl-CPpp (contre le virus canarypox lui-meme). 

L'un des deux singes (P9225) a recu une injection supplemental du meme 
5 melange (vCP205 + gp160 MN/LAI-2) dans le plancher de la bouche ainsi que le 
haut de la cuisse droite, trois mois apres la derniere injection. Les lymphocytes du 
sang peripherique et de certains ganglions lymphatiques (sous-maxillaires, axillaires, 
inguinaux et iliaques) ont ete analyses en ELISPOT pour la detection de cellules B 
productrices d'anticorps IgA et IgG specifiques de gp1 60 et CPpp. 

10 

II a pu etre montre I'apparition d'lgA anti-gp160 et anti-CPpp dans le lavage 
de bouche du macaque P9224, et d'lgA anti-gp 160 dans le lavage vaginal du 
macaque P9224. Les reponses IgG specifiques anti-gp160 sont apparues des la 
premiere injection dans la plupart des secretions testees et se sont maintenues tout 
15 au long de I'etude. 



Par aijleurs, les serums des deux macaques ont montre une augmentation 
significative des IgA et IgG specifiques de gp160 et CPpp. 

20 Enfin, il a ete mis en evidence par ELISPOT, chez le singe P9225, une 

induction preferentielle de cellules B secretrices d'anticorps IgA* et lgG + anti-gp160 
et anti-CPpp dans les ganglions lymphatiques cibles par les immunisations, a savoir 
les ganglions sous-maxillaires et les ganglions inguinaux et iliaques droits. Ces 
cellules etaient presentes egalement dans le sang peripherique, mais a plus faible 

25 frequence. 

Pour conclure, ce test a montre la possibilite d'induire une reponse anticorps 
locale et systemique anti-HIV-1 chez le singe rhesus apres immunisation a proximite 
de ganglions drainant les muqueuses buccales et recto-genito-urinaires. 

30 

Exemple IV- Essai2 

Le vaccin est un melange cbntenant 10 6,3 DICC50 de vCP205 et 100 ng de 
sous-unite gp160. On a aussi utilise un vect ur ALVAC ne comprenant aucune 
35 sequence HIV, comm temoin. 

- Groupe 1 : 4 singes (macaques rhesus) ont recu a 4 reprises, a 1 mois 
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d'intervalle, une injection du melange vaccinal par voie sublingual dans le 
plancher de la bouche ; melange a volume egal de vCP205 a 10 6,9 DICC 50 /ml et 
de gp160 a 400 ug/ml ; 0,25 ml a droite et 0,25 ml a gauche. 

- Groupe 2 : 4 singes (macaques rhesus) ont recu a 4 reprises, a 1 mois 
5 d'intervalle, une injection du melange vaccinal par voie intramusculaire dans la 

cuisse (perpendiculaire au, et dans le muscle droit anterieur) ; melange a volume 
egal de vCP205 a 10 6 ' 6 DICCso/ml et de gp160 a 200 ug/ml ; 0,5 ml a droite et 0,5 
ml a gauche. 

- Groupe 3 (temoins) : 3 singes (macaques rhesus) ont recu a 4 reprises, a 1 mois 
10 d'intervalle, une injection du vecteur ALVAC par voie intramusculaire dans la 

cuisse ; ALVAC (CPpp) a 1 0 6,3 DICCso/ml ; 0,5 ml a droite et 0,5 ml a gauche. 

On a mesure le nombre de lymphocytes B secreteurs d'lgG + totales, 
specifiques de la gp160 (resultant des deux types de vaccins) et specifiques du 
15 vecteur ALVAC temoin pour 10 6 cellules mononuclees, par prelevement et dans 
chaque groupe de macaques. La moyenne et I'ecart-type calcules ont ete arrondis 
a I'unite la plus proche. 

Les ganglions droits et gauches de chaque categorie (sous-maxillaires, 
20 axillaires, inguinaux, iliaques internes, iliaques extern es) ont ete preleves apres 
sacrifice de I'animal, broyes (les ganglions sous-maxillaires droits et gauches ont ete 
pooles), puis soumis a I'analyse des cellules prod uctr ices d'anticorps par la technique 
ELISPOT (adaptee de Erikson K. et al. , Journal of Immunological methods, 153 : 
107-113,1992). 

25 

Une reponse systemique en anticorps IgG a aussi ete constatee. 

Les resultats de comptage des lymphocytes B secreteurs d'lgG sont 
rassembles dans le tableau qui suit : 

30 
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Exemple V - Essai 3 

Le vaccin est constitue de deux produits injectes separement, tout d'abord du 
vCP205 a 10 6 5 DICC50, puis de la sous-unite gp160 MN/LAI a 50 pg adjuvee par un 
adjuvant classique. 

2 macaques rhesus femelles (#P952 et #P9315) ont re$u : 

- a 2 reprises, aux semaines 0 et 4, une injection de vCP205 par voie 
intramusculaire dans la cuisse (perpendiculaire au, et dans le muscle droit 
anterieur), a droite puis a gauche alternativement, a la dose de 10 6 5 DICC50 sous 
un volume de 1 ml. 

- a 5 reprises, aux semaines 8, 12, 25, 99 (pour P952) ou 100 (pour P9315) et 103 
(pour P952) ou 104 (pour P9315), une injection de gp160 MN/LAI adjuvee par 
voie intramusculaire dans la cuisse (perpendiculaire au, et dans le muscle droit 
anterieur), a droite et a gauche, a la dose de 50 pg (+ 500 |jg d'adjuvant) sous un 
volume de 1 ml (0,5 ml dans chaque cuisse). 

On a mesur6 le nombre de lymphocytes B secr6teurs d'lgG et d'lgA 
specifiques de la gp160 pour 10 6 cellules mononuclees, dans chaque pr6levement 
(ganglions et sang) des deux macaques. La moyenne et Tecart-type des numerations 
effectuees en triplicat pour chaque prelevement sont representes. Les ganglions 
droits et gaudies de chaque categorie (sous-maxiilaires, axillaires, inguinaux, iliaques 
internes, iliaques extemes) ont ete preleves apres sacrifice de I'animal, broyes, les 
ganglions droits et gauches de chaque categoire ont ete pooles, puis soumis a 
I'analyse des cellules productrices d'anticorps par la technique ELISPOT (adaptee 
de Eriksson K. et al., Journal of Immunological Methods, 153 : 107-1 13, 1992). 

On a egalement dose par la technique ELISA les anticorps IgA et IgG anti- 
gp160 dans le s6rum et les secretions muqueuses (urine, lavages vaginaux et 
rectaux) des deux macaques. Les prelevements ont ete effectues avant les deux 
rappels tardifs (S99), puis apres immunisation juste avant le sacrifice de I'animal 
(S104 ou S105). Les resultats sont exprim^s, pour chaque secretion, sous forme de 
ratio de Tactivite specifique IgA ou IgG anti-gp160 mesuree au moment du sacrifice 
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par rapport a celle evaluee avant les deux rappels tardifs (S99). On a considere 
qu'une secretion etait significativement positive en IgA ou IgG specifiques si ce ratio 
etait superieur a 3 ( I'activite specifique d'une secretion correspond au titre en IgA ou 
IgG specifiques (ici de gp160) divise par le titre en IgA ou IgG totales). 

Par ailleurs, I'origine locale ou plasmatique des IgA ou IgG specifiques dans 
une secretion a ete evaluee selon deux techniques differentes : 

mesure du coefficient d'excretion relative des lg(A ou G) par rapport a I'albumine 
(proteine d'origine essentiellement plasmatique), selon la technique decrite par 
Belec L. et al., AIDS Research And Human Retroviruses, 12 : 157-167, 1996. 
mesure du coefficient de production locale des lg(A ou G), comparant i'activite 
specifique mesuree dans la secretion a celle dans le serum preleve au meme 
temps, selon la technique decrite par Van Cott T. et al., Journal of Immunology, 
160:2000-2012,1998. 



Resultats s ur les cellules secretrices d'anticorps: 



Singe 


Vole 


Prelevement (sacrifice a S104 
ou S105 apres 7 injections) 


Lymphocytes B 
lgG+ ahti-gp160 
pour 10* cellules 

mononucleees 


Lymphocyt s B 
lgA+ anti-gp160 
pour 10 $ cellules 
mononucleees 


P952 


Injection IM 


Sanq 


2+1 


0 + 0 


Ganglions sous-maxillaires 


1 + 0 


0 + 0 


Ganglions axillaires 


3 + 2 


0 + 0 


(cuisse) 

ALVAC-HIV 
(VCP205) 
puis 

gp160 MN/LA1-2 
adjuvee 


Ganglions iliaques internes 


98 + 39 


. 11 + 2 


Ganglions iliaques extemes 


552 + 159 


149 + 31 


Ganglions inquinaux 


54 + 8 


11+2 


P9315 


Sanq 


3 + 1 


3 + 0 


Ganqlions sous-maxillaires 


2 + 0 


0 + 0 


Ganglions axillaires 


2 + 1 


1+0 


Ganglions iliaques internes 


1057 + 311 


287 + 35 


Ganglions iliaques extemes 


892 + 239 


346 + 39 


Ganglions inquinaux 


227 + 96 


123 + 43 
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Resultats sur les immunoglobulines presentes dans les secretions 



Ratio des activites specifiqu s IgG anti-gp160 


aS104ouS105v rsusS99 


Secretions 


Singe # 


Ratio 


Urine 


P952 


8,9 




P9315 


51,3 


Lavages rectaux 


P952 


3,5 




P9315 


57,5 


Lavages vaginaux 


P952 


6,3 




P9315 


57,9 



On a detecte aussi des IgA dans certaines secretions urinaires, vaginales et rectales. 



Exemple VI 

Des preparations vaccinales contre r Herpes simplex, un Candida, une 
Chlamydia, un Papillomavirus humain, un Mycoplasme gen itale ou Treponema 
pallidum ont ete injectees dans les muscles de la cuisse afin de stimuler et cibler une 
reponse locale en anticorps IgA au moins au niveau des muqueuses rectales, 
genitales et/ou urinaires. 



WO 00/00217 PCT/FR99/01539 

16 

Revendications 

1. Utilisation d'immunogene specifique d'un agent pathogene ayant une porte 
d'entree au niveau d'une muqueuse pour la production d'une composition 
immunogene destinee a etre administree chez I'homme par voie parenterale a la 
surface d'une partie du corps distincte et eloignee de ladite muqueuse, de 
maniere a directement developper une reponse locale en anticorps IgA, IgG et/ou 
IgM et en cellules B secretrices desdits anticorps au niveau de ladite muqueuse 
et des ganglions qui la draine. 

2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que la muqueuse est 
constitute des muqueuses rectales, genitales et/ou urinaire, et que 
I'admihistration par voie parenterale est effectuee dans la cuisse. 

3. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que I'on developpe des IgA 
secretaires. 

4. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'on developpe une 
reponse en cellules B secretrices d'lgG, IgM et/ou IgA au niveau respectivement 
des muqueuses rectales, genitales et/ou urinaires et des ganglions qui les 
drainent. 

5. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que la composition 
immunogene est destinee a etre administree par voie intramusculaire dans la 
cuisse. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que la composition 
immunogene est destinee a etre administree dans le/les quadriceps, notamment 
le/les muscles droits anterieurs. 

7. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que la 
composition immunogene est destinee a developper aussi une reponse 
systemique. 

8. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
que la composition immunogene est dirigee contre un pathogene choisi dans le 
groupe consistant en : le virus HIV, les virus Herpes notamment Herpes simplex, 
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les Candida, les Chlamydia, le Papillomavirus humain, les Mycoplasmes genitaux, 
Treponema pallidum, et les infections a gonocoques. 

9. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 8, en combinaison avec I'utilisation 
d'une autre composition immunogene, identique ou differente de la precedente, 
destinee a etre administree au niveau de la cavite orale au m§me sujet de 
maniere a induire en outre une reponse en anticorps IgG et/ou IgA et aussi en 
cellules B secretrices d'lgG et/ou IgA au niveau de la muqueuse buccale et des 
ganglions qui la drainent. 
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I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de rempiacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-15 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -9 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de ['expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 

voir feuille separee 



III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibility d application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour 
ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande Internationale. 

H les revendications n os 9 concemant I'applicabilite industrielle. 

parce que : 

G3 la demande intemationale, ou les revendications n os 9 concemant I'applicabilite industrielle en question, se 
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rapportent a I'objet suivant, a regard duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international 
n'est pas tenue effectuer un examen preliminaire international (precise/) : 

voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquerfes elements ci-dessous), ou les revendications 
n os en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(precise/) : 

□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de fa9on adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 

V. Declaration motivee selon 1'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 








Non : 


Revendications 


1 


-9 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 








Non : 


Revendications 


1 


-9 


Possibility d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1 


-8 




Non : 


Revendications 







2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constate s : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voirf uille separee 
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Section I: Remarques additionnelles 

La page 1 du listage cles sequences deposee par lettre du 8.9.1999 ne fait pas partie de 
la demande (regie 13 ter .1 f) PCT). 

Section III: 

La presente Administration considere que Pobjet de la revendication 9 est vise par les 
dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. En effet, la revendication 9 a pour objet ('utilisation 
d'une composition immunogene, en combinaison avec la composition immunogene des 
revendications 1-8, pour administration orale a un sujet. 

C'est pourquoi il ne sera pas emis d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de ces 
revendications est susceptible d'application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 

Section V: 



1. II est fait reference aux documents suivants: 



D1 


Xie J-M. et al, Vaccine, 1996, Vol. 14(10), pp. 993-1000 


D2 


Kim J.J. et al, Vaccine, 1997, Vol. 15(8), pp. 879-883 


D3 


Anderson K. P. et al, J. Inf. Dis., 1989, Vol. 160(6), pp. 960-969 


D4 


Davis D. et al., Vaccine, 1997, Vol. 15(15), pp. 1661-1669 


D5* 


Sasaki S. et al., J. Virol., 1998, Vol. 72(6), pp. 4931-4939 


D6 


US 4,368,191 


D7 


US 5,462,734 


D8 


FR 2 751 879 


D9 


US 3,931,398 


D10 


Russell M. W. et al, Rev. Inf. Dis., 1988, Vol. 10(2), pp. S440-S446 


D11 


Thibodeau L. et al, AIDS Res. and Hum. Retroviruses, 1992, Vol. 8, p. 




1379 



* Ce document etait disponible en bibliotheque des le 15 mars 1998 (Bibliotheque OEB, 
La Haye), soit avant la date de priorite de la presente demande. 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - 



Demande intemationale n° PCT/FR99/01 539 
FEUILLE SEPAREE 



2. Application industrielle (Art. 33(4) PCT): 

Le contenu des revendications 1-8 est susceptible d'application industrielle. 

II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si la 
revendication 9 est susceptible d'application industrielle. La brevetabilite peut aussi 
dependre de la maniere dont les revendications ont ete formulees. Ainsi, I'Office europeen 
des brevets ne considere pas comme susceptible d'application industrielle I'objet de 
revendications d'utilisation d'un compose a des fins medicales. Par contre, peuvent etre 
acceptees des revendications relatives a un compose connu, pour une premiere utilisation 
a des fins medicales ainsi que des revendications relatives a I'utilisation d'un tel compose 
dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 

3. Nouveaute (Art. 33(2) PCT): 

Le document D1 decrit I'utilisation de la proteine gp120 de la souche HIV AUG06c comme 
immunogene. Un vecteur recombinant place sous le controle d'un promoteur CMV est 
utilise pour immuniser des souris intramusculairement dans le quadriceps de la cuisse. 
Une reponse anticorps et une proliferation ont ete detectees chez les souris immunisees 
(cf. pages 993-994, paragraphe liant / page 995, DNA inoculation, proliferation assay, 
ELISA et page 997, antibody response to plasmid...; page 999, discussion). 
A la lumiere de D1, le contenu des revendications 1-8 n'est done pas nouveau (Art. 33(2) 
PCT). 

Le document D2 decrit I'utilisation d'un vaccin multivalent dirige contre HIV. Le vaccin 
contient les proteines gp160, p55 et vif et est injecte seul ou en combinaison avec des 
adjuvants sous forme genetique dans le quadriceps de souris. Des anticorps neutralisants 
et une immunite a mediation cellulaire sont presentes apres I'injection (cf. le document en 
entier). 

Le document D2 anticipe le contenu des revendications 1-8 de la presente demande 
(Article 33(2) PCT). 

Le document D3 decrit I'utilisation de la proteine gp120 de HIV sous forme recombinante 
pour immuniser des babouins intramusculairement dans la cuisse. Ce document 
s'interessse particulierement a Pinfluence de la dose et du programme d'immunisation. Des 
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anticorps neutralisants sont presents apres Pinjection (cf. le document en entier). 

Le document D3 anticipe le contenu des revendications 1-8 de la presente demande 

(Article 33(2) PCT). 

Le document D4 decrit ('utilisation des proteines gp120 et gag p24 de HIV sous forme 
recombinante pour immuniser des singes rhesus ayant ete prealablement en contact avec 
le virus intramusculairement. Ce document s'interessse particulierement a I'utilisation 
successive de proteines recombinantes et de peptides synthetiques afin de stimuler et 
diriger la reponse immunitaire sur certains epitopes particuliers. Des anticorps 
neutralisants sont presents apres I'injection (cf. le document en entier). 
Le document D4 anticipe le contenu des revendications 1, 3, 4, 7 et 8 de la presente 
demande (Article 33(2) PCT). 

Le document D5 decrit I'utilisation de I'adjuvant QS21 en combinaison avec les vaccins 
ADN codant pour les proteines env et rev de HIV-1IIIB pour immuniser des souris 
intramusculairement dans le biceps du femur ou intranasalement. Ce document demontre 
que des anticorps IgA secretoires et IgG sont presents apres I'injection dans les secretions 
d'origine fecale et dans le serum; une DTH est egalement presente (cf. le document en 
entier). 

Le document D5 anticipe le contenu des revendications 1-5, 7 et 8 de la presente 
demande (Article 33(2) PCT). 

D6 decrit un vaccin permettant de lutter contre une maladie fongique cutanee 
(Trycophyton sp.) atteignant les animaux a fourrures tels que les renards et les lapins. Le 
vaccin est administre dans la cuisse des animaux sur le cote externe et induit une 
production d'anticorps permettant de proteger les animaux vaccines (voir colonnes 6, 7, 
9-1 1 et 14; revendications 3 et 4). 

Le document D6 anticipe le contenu des revendications 1-5 et 7 de la presente demande 
(Article 33(2) PCT). 

D7 concerne la production et I'utilisation d'un vaccin contre le virus de I'herpes. Le vaccin 
consiste en 2 formulations distinctes destinees a etre injectees par voie parenteral, e.g. 
intramusculaire, et par voie mucosale, e.g. intranasal, respectivement (cf. c3, lignes 30- 
48; c4, lignes 22-67; c6, lignes 19-42). Ce protocole d'immunisation a permis 
I'etablissement d'une reponse humorale IgG et IgA mucosale et system ique; la reponse 
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est protectrice pour des veaux exposes au virus herpes bovin (voir exemples; c10, Table 
2). 

Le document D7 anticipe le contenu des revendications 1, 3, 4, 7 et 8 de la presente 
demande (Article 33(2) PCT). 

D8 decrit un vaccin contre les infections a papillomavirus. Le vaccin est preferentiellement 
sous forme de vecteur recombinant; les vecteurs peuvent etre des poxvirus du canari ou 
des virus de la vaccine (voir page pages 9-10). Le vaccin de D3 permet la production 
d'anticorps et est injecte par voie intramusculaire, sous-cutanee, sous-epitheliale ou par 
scarification (voir page 3; page 14, lignes 14-28; pages 25-26, exemple 6). 
D8 anticipe le contenu des revendications 1, 3, 4, 7 et 8 de la presente demande (Art. 
33(2) PCT). 

D9 decrit un vaccin contre les caries dentaires. Le vaccin est administre oralement permet 
la production d'anticorps IgA qui protegent contre les caries (voir page 3; page 14, lignes 
14-28; pages 25-26, exemple 6). 

D9 n'anticipe done apparemment pas le contenu de la revendication 1 car il est applique 
sur la meme muqueuse que le pathogene. La caracteristique technique "distincte" 
difference done I'objet de la revendication 1 du document D9 (Art. 33(2) PCT). 

D10 resume I'etat de la technique dans le domaine de ['immunisation mucosale. Ce 
document indique que, en combinaison avec une injection parenterale ulterieure, 
I'immunisation mucosale permet la production d'anticorps IgA secretaire. D10 indique de 
plus que rimmunisation orale permet la production d'anticorps dans la plupart des 
secretions muqueuses, telle que les bronches et les secretions du conduit genital. 
Finalement, D10 indique que I'injection d'un antigene localement a proximite des glandes 
muqueuses induit non seulement une reponse IgA secretaires mais egalement une 
reponse systemique de type IgG et IgM (voir le document en entier). 
Ce document porte done prejudice a la nouveaute des revendications 1 , 3, 4, 7 et 9 de la 
presente demande (Art. 33(2) PCT). 

D11 s'interesse a rimmunisation contre le virus HIV. L ! injection de liposomes comprenant 
la proteine gp160 a ete utilisee pour immuniser des patients par voie orale et/ou 
parenterale. Des anticorps IgA secretaires ont ete detectes dans la salive des personnes 
immunisees. 
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Ce document porte done prejudice a la nouveaute des revendications 1 , 3, 4 et 7- 9 de la 
presente demande (Art. 33(2) PCT). 

Remarques additionnelles: La caracteristique de la revendication 1 "de maniere a 
directement developper une reponse locale en anticorps IgA, IgG et/ou IgM et en cellules 
B secretrices desdits anticorps au niveau de la muqueuse et des ganglions qui la drainent" 
est considere comme une caracteristique implicite dans les documents cites ci-dessus. 
L'utilisation de parametres particuliers pour definir une composition immunogene ne 
permet pas d'etablir une nouveaute par rapport a I'art anterieur (Directives PCT, Gazette 
PCT-Section IV, IV-7.5), ceci semble en particulier mais pas exclusivement s'appliquer aux 
documents ou I'injection a ete effectuee en intramusculaire dans la cuisse. 

Section VII 

1. Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans les document D5 et ne cite pas ce 
document. 

2. La formulation vague et imprecise utilisee dans la description a la page 7, ligne 24 
semble indiquer que I'objet de la protection est different de celui qui a ete defini dans les 
revendications. II en resulte un manque de clarte (article 6 PCT) lorsque les revendications 
sont interpretees a la lumiere de la description (voir les Directives PCT, PCT/GL/3 III, 
4.3a). 

Section VIII 

1 . La revendication 1 ne satisfait pas aux conditions requises aux Articles 5 et 6 PCT pour 
les raisons suivantes: 

En combinaison avec la revendication 7, la revendication 1 donne I'impression que son 
objet consiste en une composition immunogene pouvant, de fa?on controlee, induire une 
reponse exclusivement localement, dans le cas precis au niveau de la muqueuse et des 
ganglions qui la drainent. 

Cependant, les exemples fournis dans la presente demande ne decrivent apparemment 
aucune solution technique permettant d'atteindre ce resultat, puisque il semble qu'une 
reponse systemique augmentee ait ete egalement detectee suite a I'injection de 
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compositions immunogenes. Par consequent, rhomme du metier desireux de reproduire 
['invention devrait faire preuve d'activite inventive afin d'atteindre le but fixe. Ceci 
contrevient aux conditions enoncees dans I'article 5 et les Directives, Gazette PCT-Section 
IV, 11-4.1 1. II est de plus note que le document D10 (par exemple mais pas uniquement) 
indique clairement que meme lors d'une injection mucosale, une reponse systemique est 
detectee. Dans tous les types d'injection, une reponse systemique, meme faible, semble 
done etre presente. Par consequent, il n'est pas claire comment le resultat apparemment 
recherche peut etre obtenu par le demandeur (Directives PCT, Gazette PCT-Section IV, 
III-4.7, Art. 6 PCT). 

2. La formulation de la revendication "partie du corps eloiqnee de ladite muqueuse" a un 
sens relatif et I'objet de ladite revendication manque par consequent totalement de clarte 
(article 6 PCT). De plus, il n'est pas claire comment une reponse locale au niveau de la 
muqueuse peut etre obtenue par une simple composition immunogene si celle-ci est 
injectee loin de la muqueuse. Cette formulation n'est egalement pas comprehensible a la 
lumiere des exemples presentes dans la demande; la cuisse ne semble en effet pas 
"eloignee" des muqueuses rectales, vaginales ou urinaires (Directives PCT, Gazette PCT- 
Section IV, III-4.3). 

3. La categorie de la revendication 9 n' est pas claire. Cette revendication ne peut etre, 
dans sa formulation actuelle, une revendication dependante des revendications 1-8 
(Directives, Gazette PCT-Section IV, 111-3.1 et 4.1; voir Section III ci-dessus). 

4. Les revendications 1, 3, 4 et 9 ne precisent pas quelle specificite les anticorps detectes 
possedent (voir description de la demande, page 4, lignes 32-34). L'objet des ces 
revendications n'est done pas clairement defini (Art. 6 PCT et Directives PCT, Gazette 
PCT-Section IV, 111-4.1, 4.2). 

5. Le terme "en outre" utilise dans la revendication 9 est vague et equivoque, et laisse un 
doute quant aux types et a la localisation des reponse immunitaires induites par la 
composition immunogene. L'objet de ladite revendication n'est done pas clairement defini 
(article 6 PCT). 

6. Le terme "notamment" n'a pas de portee limitative sur les caracteristiques techniques 
auxquelles il est lie; ceci introduit un manque de clarte concernant la portee des 
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revendications 6 et 8 (Art. 6 PCT). 
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^OPERATION EN MATIERE DE^^EVETS 

POT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 

du mandataire 

PM9808 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/1SA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n° 
PCT/FR 99/01539 


Date du depot international (jour/moi$/anrt6e) 

25/06/1999 


(Date de priority (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann£e) 

26/06/1998 


Deposant 

PASTEUR MERIEUX SERUMS & VACCINS et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par i'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend g feuilles. 

[3C] II est aussi accompagne' d'une copie de chaque document relatif a Tetat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne ia langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| | la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a i'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

remis ulterieurement a I'administration , sous forme ecrite. 

remis ulterieurement a i'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



□ 
E 
E 
E 

E 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presents par ecrit et fournt ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



2. 
3. 



[X] II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'unite de invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

PC] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete" etabli par ['administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abreg6, 

le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un deiai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abr6g6 est la Figure n° = 

| | suggeree par le deposant. Aucune des figures 

i — i , , * * , „ n'est a publier. 

| | parce que le deposant n a pas sugg6re de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que c rtaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherchp 
(suite du p int 1 de la pr miere feuille) 



Conform£ment a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 
1. 



Les revendications n os 

se rapportent a un objet a I'^gard duquel 1'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

voire fuille supplemental' re PCT/ISA/210 

2. | 1 Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse £tre effectu^e, en particulier: 



3. | | Les revendications n os 

sont des revendications d^pendantes et ne sont pas r£dig6es conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration charged de la recherche internationale a trouv£ plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont 6t£ payees dans les dSlais par le d^posant, le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectu6es sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, 1'administration n'a sollicite* le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a et6 payee dans les d^lais par le d^posant, le present 
' — ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 6t6 payees, a savoir 
les revendications n os 



4. Aucune taxe additionnelle demanded n'a 6te" pay^e dans les d^lais par le d^posant. En consequence, le present rapport 

' ' de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionn^e en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles 6taient accompagn^es d'une reserve de la part du deposan t. 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'6tait assorti d'aucune reserve. 
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Suite du cadre I . 1 

Bien que les revendications 1-9 concernent une methode de traitement du 
corps humain/animal , la recherche a ete effectuee et basee sur les effets 
imputes au produit/a la composition. 



Suite du cadre 1 . 1 

Revendications nos.: 1-9 

Regie 39.1(iv) PCT - Methode de traitement therapeutique du corps humain 
ou animal 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIOK. :.s.i= i 

~mande Internationale No 

rCT/FR 99/01539 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , 

CIB 6 A61K39/21 A61K39/245 A61K39/12 A61K39/00 A61K39/118 
A61K39/02 //C07K14/16 



Selon la classification international des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification national et la CIB 



B. POMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 A61K C07K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevant des domaines sur lesquels a port 6 la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ( 



Identification des documents cites, avec, le cas£cheant, 1'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



JIAN-MING X ET AL: "Immunogenic potential 
of rgpl20 from African HIV-1 subtype A" 
VACCINE, 

vol, 14, no. 10, juillet 1996 (1996-07), 

page 993-1000 XP004057631 

abrege 

* page 995 "DNA inoculation" 

* "Discussion" 



1-9 



KIM J J ET AL: 
mul ti component 
HIV-1" 
VACCINE, 

vol . 15, no. 8, juin 
879-883 XP004075675 
abrege 

page 879, colonne de 
page 880, colonne de 



"Development of a 
candidate vaccine for 



1-9 



1997 (1997-06), page 



droite, 
gauche, 



ligne 1-28 
ligne 32-41 

-/- 



j )( j Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais publie a la date de depdt international 

ou apres cette date 

U L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



'T" document utterieur publie apres la date de depdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour corriprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de ^invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tron revendiquee ne peut 
dtre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est as socio a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

1 novembre 1999 


Date d'expeditton du present rapport de recherche internationale 

12/11/1999 


Nom et adresse postale de ('administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Covone, M 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorle ° Identification des documents cites, avec,le cas echeant, I'lndicatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



ANDERSON K.P. ET AL. : "Effect of dose and 
immunization schedule on immune response 
of baboons to recombinant glycoprotein 120 
of HIV-1" 
J. INFECT. DIS. , 

vol. 160, no. 6, 1989, pages 960-969, 
XP002097164 

page 962, colonne de gauche, ligne 5-15 
page 966, colonne de droite, ligne 12-21 
page 967, colonne de gauche -page 968, 
colonne de droite 

DAVIS D ET AL: "A recombinant prime, 
peptide boost vaccination strategy can 
focus the immune response on to more than 
one epitope even though these may not be 
immunodominant in the complex immunogen" 
VACCINE, 

vol. 15, no, 15, octobre 1997 (1997-10), 
page 1661-1669 XP004091936 
page 1662, colonne de gauche, ligne 33-40 
-colonne de droite, ligne 7-14 

SASAKI S ET AL: "Induction of systemic 
and mucosal immune responses to human 
immunodeficiency virus type 1 by a DNA 
vaccine formulated with QS-21 saponin 
adjuvant via intramuscular and intranasal 
routes . " 

JOURNAL OF VIROLOGY, (1998 JUN) 72 (6) 

4931-9. , XP002121092 

abrege 

page 4931, colonne de droite, alinea 3 
-page 4932, colonne de gauche, alinea 4 

figures 1,2 
page 4935, colonne de droite, alinea 4 
-page 4937, colonne de gauche, alinea 1 

US 4 368 191 A (SARKISOV ARUTJUN K ET AL) 
11 Janvier 1983 (1983-01-11) 
colonne 6, ligne 10-24 
colonne 9, 1 igne 23-31 
colonne 10, ligne 15-38 
colonne 11, ligne 4-27 
revendications 3,4 

US 5 462 734 A (LETCHWORTH III GEOFFREY J 
ET AL) 31 octobre 1995 (1995-10-31) 
revendi cation 1 
colonne 3, ligne 30-48 
colonne 4, ligne 54-60 
colonne 6, ligne 19-42 

-/-- 



1-9 



1-5,7-9 



1-5,7-9 



1-7,9 



1-5,7-9 



Formulaire PCT/ISA/21 0 (suite de la deuxidme feuille) (juillet 1992) 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



9z 



ande Internationale No 

CT/FR 99/01539 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'lndicationdes passages pertinents 



no. des re ve indications visees 



FR 2 751 879 A (TRANSGENE SA) 
6 fevrier 1998 (1998-02-06) 
page 3, ligne 28 -page 4, ligne 14 
page 14, ligne 14-28 

US 3 931 398 A (GAFFAR ABDUL ET AL) 
6 janvier 1976 (1976-01-06) 
colonne 1, ligne 63 -colonne 2, ligne 
colonne 3, ligne 63 -colonne 4, ligne 
colonne 7, ligne 3-12 



1-5,7-9 



RUSSELL M.W. ET AL.: "Induction of the 

mucosal immune response" 

REV. INFECT. DIS. , 

vol. 10, no. suppl.2, 1988, pages 

S440-S446, XP002097165 

abrege 

tableaux 1,2 

THIBODEAU L. ET AL.: "Oral priming 
followed by parenteral immunization with 
HIV-immunosomes induce HIV-l-specif ic 
salivary and circulatory IgA in mice and 
rabbits" 

AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES, 
vol. 8, no. 8, 1992, page 1379 XP002096781 
le document en entier 



1-9 



Formulaire PCT/ISA/21 0 (suite de la deuxieme feuille) (juillet 1992) 



page 3 de 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

nation on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



^^^ter national Application No 

^Pd/FR 99/01539 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 4368191 



US 5462734 



11-01-1983 



CA 1136042 A 

DE 2923144 A 

FI 791825 A,B, 

FR 2427823 A 

GB 2025222 A,B 



31-10-1995 



NONE 



23-11-1982 
13-12-1979 
08-12-1979 
04-01-1980 
23-01-1980 



FR 


2751879 


A 


06- 


-02-1998 


AU 


3855297 


A 


20-02-1998 












CA 


2234263 


A 


05-02-1998 












EP 


0862634 


A 


09-09-1998 












WO 


9804705 


A 


05-02-1998 


US 


3931398 


A 


06- 


■01-1976 


US 


3993747 


A 


23-11-1976 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1 992) 



PATENT COOPERATION TR Y 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
PM9808 


irnn ktibthitd A<-xrnw See Notification of Transmittal of International 
AC 1 lun Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/FR99/01539 


International filing date (day/month/year) 
25 June 1999 (25.06.99) 


Priority date (day/month/year) 

26 June 1998 (26.06.98) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K 39/21 




Applicant 



AVENTIS PASTEUR 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



10 sheets, including this cover sheet 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 
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Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement ' 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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PCT/FR99/01539 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

| [ the international application as originally filed. 

the description, pages M5 f ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of , 

pages __ , filed with the letter of _ , 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3. O This re P ort nas been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



See the Supplemental Sheet. 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

the entire international application. 

claims Nos. 9, 



because: 



the said international application, or the said claims Nos. 9 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



See the Separate Sheet. 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify)'. 



□ the claims, or said claims Nos. ^ ; are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



Box I : Additional comments 

Page 1 of the sequence listing filed with the letter 
dated 8.9.1999 does not form part of the application ( PCT 
Rule 13 ter .l(f) ) . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: III. 



The present Authority considers that the subject matter 
of Claim 9 is covered by PCT Rule 67.1 (iv) : Claim 9 is 
directed to the use of an immunogenic composition, in 
combination with the immunogenic composition of Claims 1- 
8, for oral delivery to a subject. 



For this reason, no opinion will be established with 
respect to the question of whether the subject matter of 
these claims is industrially applicable (PCT Article 
34 (4) (a) (i) ) . 
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V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 






Novelty (N) Claims 


YES 




Claims 


1-9 NO 




Inventive step (IS) Claims 


YES 




Claims 


1-9 NO 




Industrial applicability (IA) Claims 


1-8 y£§ 




Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 






1. Reference is made to the following 


documents : 




Dl : Xie J-M. et al f Vaccine, 1996, 


Vol . 14(10), 




pages 993-1000 






D2: Kim J.J. et al, Vaccine, 1997, 


Vol . 15(8), pages 




879-883 






D3: Anderson K. P. et al, J. Inf. 


Dis., 1989, Vol. 




160(6), pages 960-969 






D4 : Davis D . et al., Vaccine, 1997, Vol, 15(15), 




pages 1661-1669 






D5*: Sasaki S. et al, J. Virol., 1998, Vol. 72(6), 




pages 4931-4939 






D6: US-4 368 191 






D7: US-5 462 734 






D8: FR-2 751 879 






D9: US-3 931 398 






D10: Russell M . W. et al, Rev. Inf 


. Dis., 1988, Vol. 




10(2), pages S440-S446 






Dll: Thibodeau L. et al, AIDS Res. 


And Hum. 




Retroviruses, 1992, Vol. 8, page 1379. 




* This document was available in libraries as from 




March 15, 1998 (EPO library, the Hague), i.e., 




before the priority date of the present application. 
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2. 



Industrial applicability (PCT Article 33(4)): 



The content of Claims 1-8 is industrially 
applicable . 

There is no single PCT criterion for assessing the 
industrial applicability of a claim. Patentability 
may also depend on the wording of the claims. The 
European Patent Office, for example, does not 
recognise the industrial applicability of the 
subject matter of claims to the medical use of a 
known compound; it does, however, allow claims to 
the first medical use of a known compound or to the 
use of such a compound in the manufacture of a drug 
for a new medical treatment. 

3. Novelty (PCT Article 33(2)): 



Document Dl describes the immunogenic use of the 
protein gpl20 of the HIV AUG06c strain. A 
recombinant vector controlled by a CMV promoter is 
used to inoculate mice via the intramuscular route 
in the thigh quadriceps. Antibody response and 
proliferative response have been detected in the 
inoculated mice (cf. pages 993-994, paragraph 
between page 995, DNA inoculation, proliferation 
assay, ELISA, and page 997, antibody response to 
plasmid...; page 999, discussion) . 

In the light of Dl, the content of Claims 1-8 is 
therefore not novel (PCT Article 33(2)). 

Document D2 describes the use of a multicomponent 
vaccine against HIV. Said vaccine contains proteins 
gpl60 and p55, is live and is injected alone or in 
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combination with genetic form adjuvants in the 
quadriceps of mice. Following inoculation, 
neutralising antibodies and cell-mediated immunity 
are exhibited (cf. the entire document). 

Document D2 therefore anticipates the content of 
Claims 1-8 of the present application ( PCT Article 
33 (2) ) . 

Document D3 describes the use of the recombinant 
gpl20 protein of HIV to immunise baboons via the 
intramuscular route in the thigh. Said document 
deals particularly with the effect of the dose and 
the immunisation schedule. Neutralising antibodies 
are present following injection (cf. the entire 
document ) . 

Document D3 therefore anticipates the content of 
Claims 1-8 of the present application (PCT Article 



Document D4 describes the use of the recombinant 
gpl20 and gag p24 proteins of HIV to carry out the 
immunisation of rhesus monkeys that have previously 
been in contact with the virus via the intramuscular 
route. Said document particularly addresses the 
successive use of recombinant proteins and synthetic 
peptides to stimulate and direct the immune response 
to specific epitopes. Neutralising antibodies are 
present following injection (cf. the entire 
document ) . 

Document D4 therefore anticipates the content of 
Claims 1, 3, 4, 7 and 8 of the present application 
(PCT Article 33(2)). 



33(2) ) . 
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Document D5 describes the use of the adjuvant QS21 
in combination with DNA vaccines coding for the env 
and rev proteins of HIV-1IIIB to carry out the 
immunisation of mice via the intramuscular route in 
the femur biceps, or via the intranasal route. Said 
document shows that secretory IgA and IgG antibodies 
are present following immunisation in the faecal 
secretions and in the serum; a DTH is also present 
(cf. the entire document). 

Document D5 therefore anticipates the content of 
Claims 1-5, 7 and 8 of the present application (PCT 
Article 33 (2) ) . 

D6 describes a vaccine against a dermatomycosis 
(Trycophyton sp.) affecting fur-bearing animals such 
as the fox and the rabbit- Said vaccine is 
administered in the thigh of the animals, on the 
outer side thereof, and induces the production of 
antibodies which protect the immunised animals (see 
columns 6, 7, 9-11 and 14; Claims 3 and 4) . 
Document D6 anticipates the content of Claims 1-5 
and 7 of the present application (PCT Article 
33(2) ) . 

D7 relates to the production and use of a vaccine 
against herpesvirus. Said vaccine consists of two 
separate formulations to be injected by parenteral 
route, e.g. intramuscular, and by mucosal route, 
e.g. intranasal, respectively (cf. column 3, lines 
30-48; column 4, lines 22-67; column 6, lines 19- 
42) . This immunisation protocol leads to a systemic 
and mucosal humoral IgG and IgA response; said 
response confers protection to calves exposed to 
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bovine herpesvirus (see the examples; column 10, 
Table 2) . 

Document D7 therefore anticipates the content of 
Claims 1, 3, 4, 7 and 8 of the present application 
(PCT Article 33 (2) ) . 

D8 describes a vaccine against papillomavirus 
infections. Said vaccine is preferably in the form 
of a recombinant vector; the vectors can be canary 
poxviruses or vaccinia viruses (see pages 9-10) . The 
vaccine of D3 leads to the production of antibodies 
and is injected by intramuscular, sub-cutaneous or 
sub-epithelial route, or by scarification (see page 
3; page 14, lines 14-28; pages 25-26, Example 6). 

D8 therefore anticipates the content of Claims 1, 3, 
4, 7 and 8 of the present application (PCT Article 
33 (2) ) . 

D9 describes a vaccine against dental caries. Said 
vaccine is administered orally and leads to the 
production of IgA antibodies that confer protection 
against caries (see page 3; page 14, lines 14-28; 
pages 25-26, Example 6) . 

D9 does not appear to anticipate the content of 
Claim 1, since the vaccine is delivered on the same 
mucosa as the pathogenic agent. The technical 
feature "separate" therefore distinguishes the 
subject matter of Claim 1 from document D9 (PCT 
Article 33(2)). 

D10 summarises the prior art in the field of mucosal 
immunisation. Said document indicates that, used in 
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combination with a subsequent parenteral injection, 
mucosal immunisation leads to the production of 
secretory IgA antibodies. D10 indicates, moreover, 
that oral immunisation leads to antibody production 
in most of the mucosal secretions such as of the 
bronchi, and the genital tract secretions. Finally, 
D10 indicates that injecting an antigen locally in 
the vicinity of the mucosal glands induces not only 
a secretory IgA response, but also a systemic IgG 
and IgM response (see the entire document). 
Said document is therefore prejudicial to the 
novelty of Claims 1, 3, 4, 7 and 9 of the present 
application ( PCT Article 33(2)). 

Dll is directed to immunisation against HIV. 
Injection of liposomes containing the protein gpl60 
has been used to immunise patients orally and/or 
parenterally . Secretory IgA antibodies have been 
detected in the saliva of the persons immunised. 
Said document is therefore prejudicial to the 
novelty of Claims 1, 3, 4 and 7-9 of the present 
application (PCT Article 33(2)). 

Additional comments: The following feature of Claim 
1 is considered to be implicit in the above- 
mentioned documents: "thereby directly eliciting a 
local response in the form of IgA, IgG and/or IgM 
antibodies and the secretory B cells of said 
antibodies in the mucosa or the ganglions draining 
same" . The use of specific parameters to define an 
immunogenic composition does not allow novelty to be 
established over the prior art (PCT Guidelines, 
Section IV, Chapter IV-7.5). This appears to apply 
in particular, but not exclusively to those 
documents where injection is carried out via the 
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intramuscular route in the thigh, 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. Contrary to the requirements of PCT Rule 
5.1(a) (ii) , the description does not outline the 
relevant prior art set forth in document D5 and 
does not cite this document. 

2. The vague and imprecise wording used on page 1, 
line 24 of the description appears to indicate that 
the subject matter for which protection is sought 
differs from that defined in the claims. There 
results a lack of clarity (PCT Article 6) when the 
claims are interpreted in the light of the 
description (see PCT Guidelines, Chapter III-4.3a). 
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/FR 99/01539 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fullv 
supported by the description, are made: 

1. Claim 1 does not meet the requirements of PCT Articles 
5 and 6 for the following reasons: 

In combination with Claim 7, Claim 1 appears to indicate 
that the subject matter thereof is an immunogenic 
composition which can controllably induce an exclusively 
local response, specifically in the mucosa and the 
ganglions draining same. 

However, the examples provided in the present application 
do not appear to describe any technical solution to 
achieve said result, since it appears that an enhanced 
systemic response has also been detected following the 
injection of immunogenic compositions. Consequently, a 
person skilled in the art seeking to reproduce the 
invention must exercise an inventive activity in order to 
achieve the proposed aim. This contravenes the 
requirements of PCT Article 5 and of the PCT Guidelines, 
Section IV, Chapter II-4.11. It is moreover noted that 
document D10 (inter alia) clearly indicates that even in 
the case of a mucosal injection, a systemic response is 
detected. In all the types of injection, a systemic 
response appears to be present, even at low levels. 
Consequently, it is unclear how the result apparently 
sought can be obtained by the applicant (PCT Guidelines, 
PCT/ Section IV, Chapter III-4.7, PCT Article 6). 

2. The following wording of the claim, "a part of the body 
distant from said mucosa", has a relative meaning. 
Therefore, the subject matter of said claim is completely 
devoid of clarity (PCT Article 6) . Furthermore, it is 
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VIII. Certain observations on the international application 

unclear how a local response in the mucosa can be obtained 
by a simple immunogenic composition if the latter is 
injected at a point distant therefrom. This wording is not 
clear in the light of the examples given in the 
application either; the thigh does not appear to be 
"distant" from the rectal, vaginal or urinary mucosa (PCT 
Guidelines, Section IV, Chapter III-4.3). 

3. The category of Claim 9 is unclear. In its present 
formulation, said claim cannot be dependent on Claims 1-8 
(PCT Guidelines, Section IV, Chapter III-3.1 and 4.1; see 
Box III above) . 

4. Claims 1, 3, 4 and 9 do not identify the specificity of 
the antibodies detected (see description of the 
application, page 4, lines 32-34). The subject matter of 
these claims has therefore not been clearly defined (PCT 
Article 6 and PCT Guidelines, Section IV, Chapter III-4.1, 
4.2). 

5. The term " f urthermore" , used in Claim 9, is vague and 
ambiguous, and casts a doubt as to the types and location 
of the immune responses induced by the immunogenic 
composition. The subject matter of said claim has 
therefore not been clearly defined (PCT Article 6) . 

6. The term "in particular" has no limiting effect on the 
technical feature which it precedes; this leads to a lack 
of clarity as regards the scope of Claims 6 and 8 (PCT 
Article 6) . 
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Cadre I Observations - 1 rsqu'ila te estim ' que certaines revendicati ns ne pouvaient pas faire r bj t d'une recherch a 
(suite du point 1 d la premier feuille) 



Conformement a I'article 17.2)a)> certaines revendications n'ont pas fait I'objet <fune recherche pour les motifs suivants: 
1. 



Les revendications n°? 

se rapportent a un objet a regard duquel ('administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, k savoir 

voire fuille supplemental re PCT/ISA/210 



[ | Les revendications n** 

se rapportent k des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrrtes pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. | | Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4. a). 

Cadre II Observations - lorsquil y a absence d'unite de rinvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'adrninistration chargee de la recherche intemationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoin 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
1 — 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle. ('administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seiilement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant te present 
— 1 rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelies les taxes ont et§ payees a savoir 
les revendications n 05 



Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete pay^e dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
— 1 de recherche Internationale ne porte que sur ('invention mentionnee en premier lieu dans les revendications* elle est 
couverte par les revendications n w 



Remarque quant a la reserve 
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I | Lepaiem nt des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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